Introduction
P���x���m� p����f������-�c������� ��c�p���� (PPAR�) ��� � class of ligand-dependent sequence-specific nuclear transcrip-���� f�c���� ���� c�� b� ������� ���� ����� ��b��p��: PPARα, PPARβ (PPARδ) and PPARγ. PPARγ ��� c�mp��x b������c�� f��c����� ��� �� �������� �� f�� ��� ���c��� m���b����m, m���-c��� �c�������� ��� ��� ��f��mm����� ���p����; m�������, ��c��� ������� ���� f���� ���� �� c�� ���� �������� ��m�� c��� ��ff����������� ��� ����b�� ��m�� c��� p����f�������, f������� ���� c�� p��� ����� �� ��� ������pm��� �f ���������������� ��m��� (1) (2) (3) (4) (5) . T�� ��m�� PPARγ ���� �� ��c���� �� ��� P25 ������ �f c���m���m� 3 ��� �p��� m��� ���� 100 kb. E�c� �p�c��� �f PPARγ p������ �� ������ c��������, ��� ��� �m��� �c�� ��q���c�� �f PPARγ p������ �� ��m�� ��� m�c� ����� � 95% ��m����� (3) . T�� p���-�����c��p������ ���������� �ff�c� �f PPARγ ��p���� �� ��� b������ �� �������, b�� ��� �x�c� range of endogenous ligands remain unidentified (4) . There are ��� c������ �f PPARγ ������� k���� �� �x��� c��������, ������� ��� ��������c �������. 15-D��x�p������������ J2 (15-�-PGJ2) ��� p�������z��� ��� ��� ��p������������ �f ��� ��� c������, ���p�c������ (5) . Af��� ������ b������ �� ��� ��c���� m�mb����, ��������m��� ��� f��m�� ���� �������c �c�� ��c�p����, ��� ����� ��m��� b��� �� ��� p���x���m� p����f������ �� ���p��-���� ���m��� �� ������ ���� p��m���� ������� �� �c������ ����� �����c��p���� (6) . P���p������ ��� ������ ��m������ ������� �� c���m���m� 10 (PTEN) �� � ��c����� ���c������ ��m�� ��pp������ ���� ����� c������ p������ c�� �c� �� b��� ��p�� ��� p������ p���p������ (7) . A ����� ��mb�� �f ������� ���� ����� ���� PPARγ ������� c�� ����c� c��� �p�p�����, �����b� ����b����� ��� ������ �f c��c�� c���� (1) (2) (3) . T�� �c�������� �f PPARγ c�� ����b�� ��� p����f������� �f p��c�����c, b����� ��� c�����c��� c��c���, b� �p���������� ��� �xp������� �f PTEN (8) (9) (10) . W� ��p������z�� ���� � PTEN ������ �b�� �� ���m����� PPARγ c���� ����b�� p����f������� �� ��p���c������� c��c���m� c����. I� ���� �����, ��� �ff�c� �f PPARγ ������� �� ��� ������ �f ��p���c������� c��c���m� c���� ��� ��� c������ �� PTEN �xp������� ������ ��� p��c��� ���� �b������ in vitro, �� ����� �� ���p ���c����� � p����b�� m�c�����m �f PPARγ �c�������� ���������� ��� ����� c��c�� ������.
Materials and methods
Cell culture. SMMC-7721 ��p���c������� c��c���m� c���� (S������� C��� I�������� �f C������ Ac���m� �f Sc���c��) were grown adhering to the walls of flasks, using RPMI-1640 c������ �������� (G�bc�, C����b��, CA, USA) c��������� 10% ���b��� c��f ����m (L��z��� M����� B������, G����, C����), 100 U/m� p���c����� ��� 100 µ�/m� ����p��m�c�� �� �� ��c�-b���� c��������� 95% O 2 ��� 5% CO 2 at 37˚C. 
Detection of levels of PTEN mRNA expression in cells via reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).
RNA extraction. Af��� SMMC-7721 �����m��� �f c���� �� c������ ���� 0, 25 ��� 50 µm��/� �f ������ 15-�-PGJ2 �� p�������z��� f�� 72 �, ��� ����� RNA ��� �x���c��� b� T��-B��� ������� (S������� B�c��, S�������, C����) ����� ��� ���-���p method. Briefly, the old culture solution was discarded, and c���� ���� ������ ���c� ���� p��-c����� PBS. C��� p������ �� 1.5 m� Epp�����f ��b�� ���� m�x�� ���� 1 m� T��-B���. N�x�, 200 µ� c�����f��m ��� ����� �� ��c� ��b�, ��� ��c� ��b� m�x�� ���� �� � �����x f�� 30 ��c. Af��� ��� c�����f�������, ��� ��p�������� ��� �������� ��� ���p�c��c ���p��p���� ��� �����, f������� b� c�����f���� ��m���� �f ��� ��p��������. Cells were finally washed twice using alcohol, followed by ������ �� ���m ��mp������� ��� �������� �f DEPC �����.
RT. T���� RNA ��� ���� f�� ���� ��� �����c��p���� ����� MMLV reverse transcriptase. Briefly, 1 µl total RNA, 1 µl O����(�T) 18-P��m�� (0.5 µ�/µ�) ��� 10 µ� DEPC-������� H 2 O ���� ��� m�x�� �������� ���f��m��. A ��� �p��� c�����f������� step was carried out before incubation at 70˚C for 5 min to �������� ��c������ ����c�����. T��� ��� ��mp��� ���� p��c�� �� �c�, ��� ��� ���c����� ���� p��p���� b� ������ 4 µ� 5X ���c���� b�ff�� ��� 1 µ� R1 b���ck ��b���c����� ����b����; ���� 1 µl 10 nM dNTP mix. The tubes were briefly centrifuged, and then incubated at 37˚C for 5 min. Next, 1 µl RevertAid MuLV R������ T����c��p���� ��� �����, m�x�� ��� ��c�b���� f�� further 60 min. The reactions were stopped at 70̊C; and the ��b�� ���� p��c�� �� �c�. T�� �q�������� cDNA �b������ ��� amplified by PCR to detect PTEN mRNA levels with amplified β-�c��� �� ��� �������� ��f����c� p����c�. A�� ���p� ���� ��p����� �� ����� 3 ��m�� f�� ��c� �xp���m����� ����p.
PCR. PTEN p��m��� ���� ��������z�� b� S������� B�c��. PTEN: Up�����m p��m��, 5'-AGACCATAACCCACC ACAGC-3' ��� ���������m p��m��, 5'-ACCAGTTCGTCCC TTTCCAG-3'; amplified fragment length, 123 bp. β-�c���: Up�����m p��m��, 5'-AGCGGGAAATCGTGCGTG-3' ��� ���������m p��m��, 5'-CAGGGTACATGGTGGTGCC-3'; amplified fragment length, 287 bp. According to the instruc-�����, PTEN p��m��� ���� ��������� ���� 10 µm��/� ���k��� �������� ����� DEPC-H 2 O �� p��p��� 50 µ� PCR ���c�����. T�� ���c����� ���� p��c�� �� � ����m�c�c��� ������m��� (Bio-Rad Laboratories, Inc.). The protocol for PTEN amplification was set up with an initial denaturation at 94˚C for 4 min, followed by 35 cycles of denaturation at 94˚C for 20 sec, annealing at 60˚C for 20 sec, and extension at 72˚C for 40 sec; and a final extension at 72˚C for 10 min. For β-�c��� amplification the protocol included an initial denaturation at 94̊C for 3 min, followed by 35 cycles of denaturation at 94˚C for 30 sec, annealing at 60˚C for 45 sec, and extension at 72˚C for 1 min, with a final extension at 72˚C for 10 min. The PCR products were stored at 4˚C. Finally, agarose gel ���c���p������� ��� p��f��m�� �� �����z� ��� �������. T�b�� II. Eff�c�� �f 15-�-PGJ2 ��� p�������z��� �� SMMC-7722 c��� c�c�� (m��� ± SD). �xp������� �f ��� p������ �f ��� ���������m pAk� ���� ��� decreased and the difference was more significant with higher �m����� �f ���� c��c��������� ���� (p<0.05) (F��. 2).
Results
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Discussion
PPARγ is a class of ligand-dependent sequence-specific nuclear �����c��p���� f�c����, ��� 15-�-PGJ2 ��� p�������z��� ��� ��� ������� ��� ��������c �������, ���p�c������ (11) . T�� �ff�c�� �f 15-�-PGJ2 ��� p�������z��� �� ��� ������ �f SMMC-7721 ��p���c������� c��c���m� c���� ����� ��ff����� c��c�����-����� ��� ��ff����� �����m��� ������� ���� �b������ b� MTT assay. The results showed that both drugs had a significant ��m�-��� ����-��p������ ����b����� �ff�c� �� ��� c��� ������. F������m���, �� �������� �f ��� �������� b������ ��� ����b�-tory effect and the cell cycle performed by flow cytometry, found that 15-d-PGJZ and pioglitazone can both significantly ��c����� ��� p��p������ �f G0/G� p���� c���� ��� ��c����� ��� p��p������ �f S p���� c����. T��� �������� ���� ��� ����b����� �ff�c� �� �� ����� p�������� ������� �� ��� ����b����� �f c��� DNA ��������� ��� m������, ���c� b��ck� ��� ���������� �f c���� f��m G1 �� S p����.
T�� ��m�� ��pp������ f��c���� �f PTEN ��� b��� �����b���� �� ��� ��p�� p���p������ �c������ (12) . PTEN c�� c�����z� ��� ��p���p���������� �f p���p��������� p���p����-���p�������� 4,5-��p���p���������� (PIP2) ��� p���p������c �c�� 3,4,5-���p���p���������� (PIP3) (13) . P������� ������� have shown that PTEN can specifically inhibit the activation �f p���p���������������-3-k�����-��p������ p������ k����� B (PKB �� Ak�), ��� PI3K c�����z�� ��� p���p���������� �f p���p����������� �� c��� m�mb����� �� p����c� PIP2 ��� PIP3, ��� ������ �f ���c� f������ �c������� ��� ���������m Ak� (14) . T����f���, PTEN c�� ��������z� ��� �c������ �f PIP3 ��� PIP2, ��� ����c� ����� c��c��������� �� c����, �����b� ����b����� ��� p���p���������� �f Ak� (15, 16) . I��c�������� �f PTEN m�� p��m��� c��� p����f������� ��� ��m�� ������������, b� ����b����� c��� �p�p����� (17) (18) (19) .
I� ��� f���� �� ���� ����� ����, �f��� �����m��� ���� 15-�-pGJ2 �� p�������z���, SMMC-7721 c���� ��c������ ��� �xp������� ������ �f ����� PTEN mRNA �� � ������ c��c��-������� m�����. F������m���, ������� b��� �������� f���� ���� ��� �xp������� �f ��� PTEN p������ ��� ���� ��c������; ��� c�����p��������, ��� �xp������� �f ��� ���������m pAk� ���� p����c� (b�������� �� ��� PI3K p������) ��� decreased more significantly with increasing ligand concen-��������. F������, ��� ������� �f ��� MTT ����� ������ ���� ��� p����f������� �f SMMC-7721 c���� ��� ����b���� b� ��� PPARγ ������� �� � ����-��p������ m�����. T�k�� ��������, ��� �b��� ������� ������� ���� ��� ����b����� �ff�c� �f ��� PPARγ �������, 15-�-pGJ2 �� p�������z���, �� ��� p����f���-���� �f ��� ��p���c������� c��c���m� c���� m�� b� �c������ b� �p���������� ��� �xp������� �f PTEN (� c��c�� ��pp������ ����), ���� �ff�c���� ��� PI3K p������ ��� ����b����� ��� p���p���������� �f Ak�.
A� ��� ��m� ��m�, ����� �� ������c� ���� PTEN c�� ���� �c� �� � c��� c�c�� ��������� b� ���m������� P27 �xp������� (8) . P27 �� �� �mp������ c�c��� k����� ����b���� ���� c�� ����b�� ��� �c������ �f G1 p���� c�c���-��p������ k����� (CDK) ��� induce the G1 phase cell arrest (9) . The results of flow cytom���� �� ��� ����� ������ ���� ��� p��p������ �f G0/G1 p���� c���� ��� ��c������ ��� ���� �f S p���� c���� ��� ��c������ significantly after addition of PPARγ �������. T��� �������� ���� PPARγ ������� ����b�� ��� p����f������� �f SMMC-7721 b� b��ck��� ��� ���������� �� S p����, ��� ���� c���� b� ��� �� �p���������� �f ��� �xp������� �f PTEN, ������� �� �� ��c����� �� ��� p27 p������ �����, ���c� ����� ����c� � G1 p���� c��� ������. I� ���� �����, ��� ������� �f PPARγ, 15-�-PGJ2 ��� pioglitazone, were used to confirm their inhibitory effect on ��� p����f������� �f SMMC-7721 ��p���c������� c��c���m� c����, ��� ���� ����b����� �ff�c� ��� ������� �� ��� �xp������� �f PTEN, � ��m�� ��pp������ ����. I� c��c������, �� b������ ���� PPARγ ������� m�� �c� �� ��m�� ��pp�������, ���c� c�����-��z�� ���m �� p�������� c����c�� �����m���� ������� ����� c��c��.
